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UTILISATION DE POLYMERES 1,4 P-D-GLYCURONANES ET 
D'OLIGOSACCHARIDES DERIVES EN TANT QUE PRODUITS 
PHYTOSANITAIRES ET/OU FERTILISANTS 



La presente invention a pour objet Tutilisation de polymeres 1,4 P-D-glycuronanes, 
ou polymeres 1,4 P-D-glucuronanes, et d*oligosaccharides derives en tant que produits 
phytosanitaires et/ou fertilisants. 

L'enzyme 1,3-P-D-glucanase est un marqueur de r6actions .de defense chez les 

10 veg6taux. Au cours de reactions dliypersensibilite a un pathogene (bacteries, champignons, 

virus) la plante reagit en induisant la synthase de proteines specifiques nommees "PR- 
proteines" (Sintzi A. et al. (1993) Biochimie, 75, 687-706). Ces prot6ines liees k la 
pathogenese concourent, avec d*autres mol6cuIes (comme Tacide salicylique) au 
developpement d'une resistance au pathogene. Selon leurs proprietes biochimiqueSi et leur 

15 fpnction physiologique, ces proteines sont repertoriees en plusieurs groupes. Elles 

presentent, en commun, les caracteristiques suivantes: bas poids moleculaire, composition 
le plus souvent monomferique, leur resistance a la proteolyse, leur stabilite en milieu acide 
ou a des temperatures extremes, leur association des membranes plasmiques ou 
endoplasmiques, leur localisation parietale. Parmi, ces PR-proteines se situe le groupe 2 

20 compose d'enzymes 1,3 p-D-glucanases, qui reconnaissent comme substrats des chaines 1,3 

p-D-glucanes. Le role de ces proteines dans la defense de la plante repose sur leur capacite 
a lyser les parois des pathogenes riches en 1,3 P-D-glucanes (Boiler T. (1993) In 
mechanisms of Plant defenses responses. Fritig B, Legrand M. eds. Kluwer. Academic 
Publishers Dordrecht, 391-400. 

25 Cependant, cette activite enzymatique n'est pas seulement impliquee dans la defense 

des plantes. En effet, elle peut etre regulee par des phytohormones et elle peut etre induite a 
certains stades de developpement de la plante. A ce titre, Tenzyme 1 ,3-P-D-glucanase est un 
marqueiur'de croissancfc et/ou de differenciation cellulaire chez les vegetaux 

Cette enzyme comme d'ailleurs un certain nombre de PR-proteines (inhibiteurs de 

30 protease, chitinases, proteines regulant Texpression de genes codant pour I'osmotine) sont 
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associees a la croissance et/ou a la differenciation cellulaire ou bien a des processus 
d'adaptation a renvironnement. Certaines de ces proteines sont reconnues par des anticorps 
dirig6s contre des 1,3-P-D-glucanases isol6es du tabac contamine par la mosaique du tabac 
(Kauffinann et al. (1990) Plant MoL BioL, 14(3) : 381-90). 

Des activites 1,3-P-D-glucaiiases ou les genes codant pour ces prot6ines sont 
induit(e)s au cours de la germination, du d6veloppement des bourgeons floraux, des fruits 
(del Campillo E., Lewis L.N. (1992) Plant Physiology 99, 1015-1020; Neale et al. (1990) 
Plant Cell 2, 7, 673-684). En particulier, ces reponses se developpent dans des tissus en 
voie de remaniements cataboliques (endosperme, tubes poUiniques, zones d*abscission de 
tiges, de p6doncules..) ou en periode de division mitotique (cas des antheres, des stigmas, 
de tiges). EUes sont sous dependance honnonale (auxines, cytokinines en g£n6ral, acide 
abscissique en particulier), et des molecules comme Tethyldne, contrdlant la maturation des 
fruits, ou I'acide salicylique, contrdlant la floraison, sont egalement des inducteurs. Enfin, 
des enzymes 1,3 p-D-glucanases ont 6i6 repertori6es pour des fonctions d'adaptation de la 
plante au froid et k des teneurs elevees en ozone (Hincha et al. (1997) Plant physiology 114, 
1077-1083). 

Uenzyme 1 ,4-P-D-glucanase est un marqueur de croissance et/ou de differenciation 
cellulaire chez les vegetaux. Cette enzyme reconnait comme substrat des chaines lineaires 
de glucanes lies en p (1,4). Elle peut hydrolyser la cellulose, des glucanes p (1,4) (1,6), le 
xyloglucane. Ainsi, elle intervient dans les remaniements ultrastructuraux des parois des 
cellules vegetales en cours de croissance. Son induction et/ou celle des genes specifiques se 
decelent au cours des processus impliquant la lyse des parois vegetales, rupture des 
antheres, zones d'abscission de fruits, de fleurs (Hayaschi T., Oshimi C. (1994) Plant Cell 
Physiology 35(3), 419-424; Brummel D.A. et al. (1997) Plant Biol. Mol. 33, 1, 97-195). 
Elle est controlee par I'ethylene, par des hormones comme I'acide abscissique ou I'auxine. 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les inventeurs du fait que les 
polymeres^l,4 P-D-glucuronanes et les oligosaccharides derives de ces demiers, ont des 
activites d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase et/ou de Tenzyme 1,4 P-D- 
glucanase, et, a ce titre, sont designes composes "eliciteurs", susceptibles d'etre utilises dans 
le cadre d'applications phytosanitaires ou de fertilisation. 




Les polymeres 1,4 p-D-glucuronanes ont deja ete d^rits dans le brevet firanfais FR- 
B-2 688 222 du 3 mars 1992, dans des domaines d'utilisation totalement differents de ceux 
susmentionn6s de la presente invention, k savoir dans les domaines alimentaire, 
pharmaceutique en therapeutique humaine ou veterinaire, cosmetique ou de repuration des 
5 eaux, en particulier en tant que moyen gelifiant, epaississant, hydratant, stabilisant, 

chelatant ou floculant, ainsi que dans la preparation d'oligosaccharides. 

La presente invention a pour but de foumir des composes utilisables en tant 
"qu'eliciteurs" entrant dans la composition de fertilisants (engrais, fertilisants biologique ou 
biofertilisants), et de produits phytosanitaires. 
10 Un des buts de la presente invention est de foumir de nouveaux biofertilisants 

utilisables notamment comme stimulants de la nutrition en complement ou en 
remplacement de produits commerciaux a base de potasse et de nitrates toxiques pour 
Tenvironnement, et/ou comme regulateurs d'une ou plusieurs etapes du developpement des 
plantes. 

15 Un autre but de la presente invention est de foumir de nouveaux produits 

phytosanitaires utilisables notanunent comme activateurs des reactions de defense et de 
resistance centre des contraintes biotiques ou abiotiques en complement, ou en 
remplacement de pesticides toxiques pour renviroimement. 

La pr^ente invention a pour objet I'utilisation de composes choisis parmi : 

20 - les polymferes 1,4 P-D-glucuronanes de formule (I) suivante : 
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dans laquelle n est un nombre entier pouvant atteindre jusqu'a environ 2500, 
avantageusement n est compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H ou 
COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides^^erives des polymeres de fprmule (I), et dont le nombre 
5 d'unites saccharidiques est inferieur a environ 30, et de preference compris entre 2 et 1 5, 

- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de fomiule (I) ou aux 
derives oligosaccharidiques susmentionnes, 

* en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d'applications liees a 
^ leur activite d'amplification de I'enzyme 1,3 p-D-glucanase, 

10 * et/ou en tant que biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur 

activite d'amplification de Tenzyme 1,3 p-D-glucanase et/ou de I'enzyme 1,4 p-D- 
glucanase. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation susmentionnee, des 
. __ — composes- choisis parmi ceux cit6s ci-dessus, en tant que produits phytosanitaires dans le 

15 cadre d'ap plications liees a leur activite d'amplification de Tenzyme 1,3 p-D-glucanase, 

telles que la protection des plantes contre des pathogenes ou des predateurs, notamment 
centre les bacteries, vims, champignons, insectes, nematodes, ou Tadaptation des plantes a 
un stress abiotique, notamment I'adaptation au fi'oid ou a des teneurs elevees en ozone. 

Parmi les plantes susceptibles d'Stre traitees dans le cadre de la presente invention, on 
^0 pent citer la vigne, les arbres fruitiers, les cultures cerealieres et maraicheres ou tout autre 

vegetal d'int&St economique. 

L'invention a plus particulierement poxir objet Tutihsation, a titre de produits 
phytosanitaires, des polymeres 1,4 p-D-glucuronanes de formule (I) dans laquelle n est un 
nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H. 
25 Uinvention a egalement plus particulierement pour objet I'utilisation en tant que 

produits phytosanitaires, des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de fonmule (I) dans laquelle 
n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, R represente H ou 
COCH3, le pourcentage de COCH3 en poids etant de preference compris entre 0 et 30,5. 

L'invention conceme egalement Tutilisation en tant que produits phytosanitaires, des 
30 oligosaccharides glycuroniques a enchainement P(l-4),j tels que les oligo 1,4 P-D- 



glucuronane, les oligo 1,4 P-D-mannuronane, et les oligo 1,4 P-D-guluronane, dont.le DP 

(degre de polymerisation) est inferieur a environ 30, et de preference compris entre 2 et 1 5. 
On entend dans ce qui suit par I'expression "oligosaccharide de degre de 

polymerisation x (DPx)" des oligosaccharides constitu6s du meme nombre x d'unites 
5 saccharidiques, et par Texpression "oligosaccharide de degre de polymerisation moyen x 

(DP moyen x)" des oligosaccharides constitues d'un nombre variable d'unites 

saccharidiques et dont la moyenne correspond au nombre x, 

Des d6riv6s oligosaccharidiques pr6fer6s en tant que produits phytosanitaires, sont 

choisis parmi les suivants : 
10 - les oligo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- Toligo 1,4 p-D-mannuronane de DP4, 

- Toligo 1,4 p-D-guluronane de DP4. 

L'invention conceme egalement Tutilisation des composes choisis parmi ceux cites ci- 
dessus, en tant que produits biofertilisants dans le cadre d'applications lides i leur activite 
15 d'amplification de Tenzyme 1,3 p-D-glucanase et/ou de Fenzyme 1,4 p-D-glucanase. 

L'invention a plus particulierement pour objet rutilisation susmentionnee, des oligo 
1,4 p-D-glucuronane, dont le DP est inferieur a environ 30, et de preference compris entre 2 
et 15, en tant que produits biofertilisants dans le cadre d'applications liees a leur activite 
d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase et de I'enzyme 1,4 p-D-glucanase, 
20 notamment dans le cadre du contr61e d'une ou plusieiu^ etapes de developpement des 

plantes, tels que le controle de la maturation des fruits, de Tabscission, de la croissance du 
pistil ou de la maturation des anthferes. 

L'invention a encore plus particulierement pour objet Tutilisation susmentionnee, des 
oligo 1,4 P-D-glucuronanes de DPS et de DP moyen S, en tant que produits biofertilisants. 
25 L'invention conceme egalement les produits phytosanitaires et/ou biofertilisants 

caracterises en ce qu'ils comprennent au moins un compose choisi parmi : 

- les polymeres 1 ,4 p-D-glucuronanes de fomiule (I) susmentionnee dans laquelle n 
est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H ou 
COCH3, 



- et/ou les oligosaccharides derives des polymeres de formule (I), et dont le nombre 
d'unites saccharidiques est inferieur a environ 30, 

- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de formule (I) ou aux 
derives oligosaccharidiques susmentionnes. 

5 L'invention a plus particulierement pour objet les produits phytosanitaires comprenant 

au moins un polymere 1,4 P-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est un nombre 
entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H. 

L'invention conceme egalement les produits phytosanitaires comprenant au moins xm 
^ polymere 1,4 P-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est un nombre entier compris 

10 entre environ 300 et environ 2500, R represente H ou COCH3, le poiu^centage de COCH3 en 

poids etant de pr6ference compris entre 0 et 30,5. 

L'invention a egalement pour objet les produits phytosanitaires comprenant au moins 
un oligosaccharide glycuronane k enchainement p(l-4), tels que les ohgo 1,4 P-D- 
glucuronane, les oligo 1,4 p-D-mannuronane, et les oligo 1,4 p-D-guluronane, dont le DP 
1 5 est inferieur k environ 30, et de preference compris entre 2 et 1 5. 

L'invention a plus particulierement pour objet les produits phytosanitaires comprenant 
au moins xm derive oligosaccharidique choisi parmi les suivants : 

- les oUgo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- I'oligo 1 ,4 p-D-mannuronane de DP4, 
llo - Toligo 1 ,4 P-D-guluronane de DP4. 

L'invention conceme plus particulierement les produits biofertilisants comprenant au 
moins un oligo 1,4 p-D-glucuronane, dont le DP est inferieur a environ 30, et de preference 
compris entre 2 et 15, et, de preference, les produits biofertilisants comprenant les ohgo 1,4 
P-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8. 
25 " Uinvention sera davantage illustree a Taide de la description detaillee qui suit de la 

preparation des polymeres 1,4 p-D-giucuronanes et oligosaccharides derives selon 
rinvention, ainsi que de la mise en evidence de leurs proprietes d'amplification de Tenzyme 
1,3 P-D-glucanase, et/ou de Tenzyme 1,4 p-D-glucanase. 
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A) Preparation des polvmeres uroniaues et/ou de leurs oligosaccharides 



L'obtention des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes fait appel, de preference, a des 
precedes de fermentation de souches bacteriennes isolees de la rhizosphere {Rhizobium^ 
5 Sinorhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas, Burkolderia...\ modifiees ou non par 

mutations chimiques et/ou manipulations genetiques. 



Le cas echeant, les polymeres ainsi obtenus sont modifies et/ou degrades par voies 
chimiques et/ou enzymatiques, en cours de fermentation ou par des traitements post- 
10 fermentaires. 



• Polymere 1,4 P-D-glucuronane 

A titre d'illustration, le polymere 1,4 p-D-glucuronane est obtenu par fermentation 
d*une souche mutee de Rhizobium melilotU selon le protocole decrit dans le brevet franfais 
1 5 FR-B-2 688 222 du3 marsiil 992v >. 

• OligomereH ,4-P^D?glucuronane*deaDP moyent8 

Le polymere prec6dent natif; c*est-*a dire comportant au moins 50% d'unites 
glucuroniques ac6tyl6es'en G2 et^ou C3, est soumis a une hydrolyse enzyinatique. Uenzyme 

20 est une glucuronate lyase d'origines diverses, notamment extraite de pancreas d'ormeaux, ou 

d'origine fongique (Dantas L. et al., Carbohydr, Res., 265^(1994) 303-310) ou une 
glucuronate lyase presente dans le milieu de culture de bacteries telles que les souches de 
rhizobiaceae (Michaud P., et al„ Int. J. Biol. Macromol. 21 (1997) 3-9). Le melange 
d'oligosaccharides ainsi obtenu est deacetyle par traitement basique (NaOH 0,1M ), puis 

25 fractionne en fonction du degre de polymerisation (DP) par chromatographic de permeation 

de gel sur colonne de Bio-Gel P6 (Dantas L. et al., susmentionne). 

• Oligomeres 1 ,4 P-D-maimuronane et 1 ,4 p-D-^gtiluronane de-DR 4 

Le polymere de d6part est un alginate, copolymere lineaire des acides mannuronique 
30 (M) et guluronique (G) dont le rapport M/G et le mode d'arrangement dependent de 




8 

Torigine, Ualginate est choisi en fonction du type d*oligoin6res a preparer. LTiydrolyse se 
fait par voie enzymatique: une alginate-lyase d'ormeau pour les oligo-I,4p-D-mannuronane 
(Heyraud A. et al., Carbohydr. Res., 291 (1996) 115-126), une alginate-lyase d'origine 
bacterienne pour les oligo-1,4 p-D-guluronane (brevet FR 97 03218 du 11 mars 1997). Les 
5 differents oligosaccharides, separes selon le DP par chromatographie de permdation de gel, 

sont ensuite purifies selon leur structure par chromatographie ionique en cliromatographie 
liquide haute pression selon le procede decrit dans Tarticle de Heyraud et al., susmentionne. 

^ Reponse 13-P-D-glucanase induite dans des protoplastes de Ruhus, 

10 

Conditions experimentales : (1) preparation de protoplastes k partir de 
suspensions cellulaires de Ruhus fruticosus L.; (2) incubation ou non de n echantillons de 
2.10^ protoplastes en presence "d'eliciteur" (polymeres l,4~p-D-glucuronane et l,4-{3-D- 
galacturonane (400 fig/L), oligomeres 1,4-p-jD-glucuronane de DP moyen 8^ 1,4-P-jD- 
15 mannuronane de DP 4, et 1,4-p-D-guluronane de DP 4 (50 nM); (3) apres 20 min, les 

protoplastes traites ou non font I'objet d'utie extraction enzymatique. 2 ^g de proteines sont 
utilisees par essai enzymatique, et par temps d^incubation. La viabilite des protoplasts est 
maintenu 4 95 % pour une duree d*exp6rimentatton de 6h; le test de viabilite au bleu 
d'Evans utilise vdrifie TintegritiS du plasmalemme. 

^0 

Methodologie : la mesure de l^activite (1,3 (J-D-glucanase) repose sur le 
dosage colorimetrique (test au ferricyanure) des unites rcductrices du substrat (hexarncre 
reduit de laminarine) liberees au cours de Hiydrolyse. A partir des cinetiques developpees, 
on trace des courbes dont les equations permettent de calculer la vitesse de la reaction 
25 enzymatique. 2 cinetiques, au moins, sont dcvelopp^es par echantillon, et par '*set'' 

experimental. En general, 8 cinetiques provenant d*echantillons de 2 "sets " independants 
sont, au moins, develpppees. 




Resultats : Tactivation enzymatique dans des protoplastes elicites est 
exprimee en % de Tactivite dans les controles. Les resultats sont rapportes dans le tableau 
recs^itulatif 1. 



Tableau 1 




Tableau 1: Analyse comparative des r6ponses (1,3-p-D-gl^icanasc) induites par 
••I'eliciteur" (polym&re l,4-:p-D-glucuronane (400 jig/L) (a), oligo 1 ,4-p-D-giucuronane de 
iO DP raoyen 8 (50 nM) (b), polymere 1,4-p-D-galactiironane (400 ng/L) (c), oligo 1,4-p-D- 

niannuronane de DP 4 (50 nM) (d), oligo 1^4-p-D-guluronane de DP 4 (50 nM) (e). 

L'analyse electrophoretique par SDS-PAGE des proteines composant les ex traits 
enzymatiques a etc realisee. Le marquage de proteines sur empreintes par un serum 
15 recoimaissant des l,3-P~l2-glucanases isol6es du tabac contamine par la mosaique du tabac 

(Ori et al. (1990) EMBO J., 9(1 1), 3429-36) confirme la presence de PR-proteines, 



Uoligomere l,4«p-D^glucuronane de DP moy«i 8 et le polygJuGUTonanev utilises a une 
concentration nanomolaire, amplifie en 20 min d'lrn facteur 1.5 et 1 .3 respecti venient I'acti vile 
20 1 3 p-D-glucanase dans des protoplastes vegetaux. Pamii les autres produits testes, c'est Toligo 

l,4-p-D-guliu"onane de DP4 qui est le plus efFicace. 




10 

O Reponse 1 .4-B-D-glucanase induite dans des protoplastes de Riibus. 

Conditions experimentales d'elicitation : identiques a celies rapportees ci- 

dessus. 

5 

Methodologie : la mesure de Tactivite (1,4 P-D-glucanase) repose sur le dosage 
colonmetrique (test au terncyanure) <i6cnt ci-dessus des unites reductrices du- substrat 



(ceilopentaose reduit) liberees au cours de Thydrolyse, 

R6suUats : les resultats sent rapport^s dans le tableau 2. 

Tableau 2 



a i 00 




c 100 

Bliilii iiiiiiiiiiiiiKS 

e 101 



Tableau 2: Analyse comparative des reponses (1,4 P-D-glucanase) induiies par 
"rdliciteur" (polymere 1,4-p-D-glucuronane (400 ^g/L) (a), oligo l,4-j3-D-gIucuronane de 
15 DP moyen 8 (50 nM) (b), polymere 1,4-p-D-galacturonane (400 jig/I.) (c), oligo 1,4.(VD- 

mannuronane de DP 4 (50 nM) (d), oligo 1 ,4-(3-D-guluronane de DP 4 (50 nM) (e). 



20 



L'oligomei'e 1,4-p-D-glucuronanc de DP moyen 8 utilise a unc concentration 
nanomolajxe, amplifie en. 20 min d'un facteur L2 Tactivite 1,4 p-D~g1ucanase dans des 
protoplastes vegetaux. 
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REVENDICATIONS 

1 . Utilisation de composes choisis parmi : 

- les poiyraeres 1,4 p-D-glucuronanes de formule (I) suivante 



COOH 



10 



15 



HO 



COOH 




OH 



20 



25 



dans laquelle n est un nombre en tier compris enire environ 300 et environ 2500^ et R 
repr6sente H ou COCHj, 

~ et/ou les oligosaccharides derives des polymeres de formule (I), et dont le nombre 
d*urut6s sacchai'idiques est inferieur a environ 30, 

- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de formule (1) ou aux 
derives oligosaccharidiques su&mentionnes, 

* en tant que produits pbytosaniiaires dans le cadre d'applications liees a 
leur activite d'amplification de renzyme 1 ,3 P-D-glucanase, 

* et/ou en tant que biofertilisants dans le cadre d*app!ications liees k leur 
activite d*amplifi cation de renzyme 1,3 p-D-glucanase et/ou de renzyme L4 p-D- 
glucanase. 



2. Utilisation selon la revendication 1, des composes choisis parmi ceux cites dans la 
revendication 1 , en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d'applications liees a leur 




25 



w 
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activite d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase, telles que la protection des plantes 
centre les pathogenes, notamment centre les bacteries, les virus, les champignons, ou 
I'adaptatien des plantes a un stress abietique, notamment I'adaptatien au froid eu a des 
teneurs elevees en ozone. 

3. Utilisation selon la revendication 1 eu 2, des polymeres 1,4 p-D-glucuronanes de 

fuiiimle (I) dans laquelle ii est un nombr e en t i e i compri s e n tre environ 300 et environ 2500, 

et R represente H. 

4, Utilisation selon la revendication 1 ou 2, des polymeres 1,4 p-D-glucuronanes de 
formule (I) dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, 
R represente H ou COCH3, le pourcentage de COCH3 en poids etant de preference compris 
entre Oet 30,5. 



15 5. Utilisation selon la revendication 1 eu 2, d*oligosaccharides glycuroniques k 

enchainement p(l-4), tels que les olige 1,4 p-D-glucuronane, les eligo 1,4 p-D- 
mannuronane, et les olige 1,4 p-D-guluronane, dent le DP est inferieur a environ 30, et de 
preference compris entre 2 et 15. 

1^ 6. Utilisation selon la revendication 5, des oligosaccharides cheisis parmi les 

suivants: 

- les eligo 1,4 P-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- I'eligo 1,4 p-D-mannuronane de DP4, 

- Tolige 1 ,4 P-D-guluronane de DP4. 



7. Utilisation selon la revendication 1, des composes cheisis parmi ceux cites dans la 
revendication 1, en tant que preduits biofertilisants dans le cadre d'applicatiens li6es a leur 
activite d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase et/ou de I'enzyme 1,4 p-D- 
glucanase. 



30 
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8. Utilisation selon la revendication 7, des oligo 1,4 P-D-glucuronanes, dont le DP est 
inferieur a environ 30, et de preference compris entre 2 et 15, en tant que produits 
biofertilisants dans le cadre d*applications liees a leur activite d*amplification de Tenzyme 
1,3 P-D-glucanase et de I'enzyme 1,4 P-D-glucanase, notamment dans le cadre du contr51e 
d'une ou plusieurs etapes de developpement des plantes, tels que le contrdle de la 
maturation des fruits, de I'abscission, de la croissance du pistil ou de la maturation des 
antheres. 



10 



9, Utilisation selon la revendication 8, de Toligo 1,4 p-D-glucuronane de DP moyen 



8. 



15 



20 



25 



10, Produits phytosanitaires et/ou biofertilisants caract6rises en ce qu'ils comprennent 
au moins im compost choisi parmi : 

- les polymferes 1,4 p-D-glucuronanes de formule (I) suivante : 



HO 



COOH 




OH 



30 



dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R 
represente H ou COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides derives des polymeres de formule (1), et dont le nombre 
d'xmites saccharidiques est inferieur a environ 30, 
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- et /ou les esters et/ou ou ethers correspondants aux polymeres de formule (I) ou aux 
derives oligosaccharidiques susmentionnes. 

11. Produits phytosanitaires selon la revendication 10, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins \m polymfere 1,4 p-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est 
un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H. 



12. Produits phytosanitaires selon la revendication 10, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins \in oligosaccharide glycuronane a enchainement P(l-4), tels que les 

^0 oligo 1,4 p-D-glucuronane, les oligo 1,4 p-D-mannuronane, et les oligo 1,4 P-D- 

guluronane, dont le DP est inftrieur a 20, et de preference compris entre 5 et 1 5. 

13. Produits phytosanitaires selon la revendication 12, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins un oligosaccharide choisi parmi les suivants : 

15 - les oligo 1 ,4 P-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- Toligo 1 ,4 P-D-mannuronane de DP4, 

- Toligo 1,4 P-D-guluronane de DP4. 

14. Produits biofertilisants selon la revendication 10, caracterises en ce qu'ils 
^^0 comprennent au moins un oligo 1,4 P-D-glucuronane, dont le DP est inferieur a environ 30, 

et de preference compris entre 2 et 15, tel que I'oligo 1,4 p-D-glucuronane de DP moyen 8. 



UTILISATION DE POLYMERES 1,4 p-D-GLUCURONANES ET 
D^OLIGOSACCHARIDES GLYCURONIQUES DERIVES EN TANT QUE 
PRODUITS PHYTOSANITAIRES ET/OU FERTILISANTS 



La presente invention a pour objet l^utilisation de polymeres 1,4 p-D-glucuronanes, et 
^oligosaccharides glycuroniques derives, en tant que produits phytosanitaires et/ou 
fertilisants. 

10 L'enzyme 1,3-P-D-glucanase est un marqueur de reactions de defense chez les 

veg6taiix. Au cours de reactions dliypersensibilit^ k un pathogene (bact^ries, champignons, 
virus) la plante r6agit en induisant la synthese de prot6ines spdcifiques nomm^es "PR- 
prot6ines" (Sintzi A. et al. (1993) Biochimie, 75, 687-706). Ces prot6ines li6es k la 
pathogenese concourent, avec d'autres moldcules (comme Tacide salicylique) au 

15 d6veloppement-d'une resistance au pathogene. Selon leurs propriet£s biochimiques, et leur 

fonction physiologique, ces^.prot6ines sent , rSpertori^es en plusieurs* groupes. EUes 
pr^sentent, en commun, les^caract^ristiques^suivantes: has poids mol6culaire, composition 
le plus souvent monom&rique, leur resistance k la prot6olyse, leur stabiUte en milieu acide 
ou k des temperatures extremes, leur association k des membranes plasmiques ou 

20 endoplasmiques, leur localisation pari6tale. Parmi, ces PR-proteines se situe le groupe 2 

compose d'enzymes 1,3 p-D-glucanases, qm reconnaissent comme substrats des chaines 1,3 
p-D-glucanes. Le r61e de ces proteines dans la defense de la plante repose sur leur capacite 
a lyser les parois des pathogenes riches en 1,3 P-D-glucanes (Boiler T. (1993) In 
mechanisms of Plant defenses responses. Fritig B. Legrand M. eds, Kluwer. Academic 

25 Publishers Dordrecht, 391-400. 

Cependant, cette activity enzymatique n*est pas seulement impliquee dans la defense 
des plantes. En effet, elle peut dtre regul^e par des phytohonnones et elle peut etre induite a 
certains stades de ddveloppement de la plante. A ce^titre^ Tenzyme l,3-p-D?;glucanase est un 
marqueur de croissance et/ou de differenciation cellulaire chez les v6g6ta}m^ 

30 Cette enzyme comme d*ailleiu:s un certain nombre de PR-proteines (inhibiteurs de 

protease, chitinases, proteines regulant I'expression de genes codant pour Tosmotine) sont 



associees a la croissance et/ou a la differenciation cellulaire ou bien a des processus 
d'adaptation a renvironnement. Certaines de ces proteines sont recomues par des anticorps 
dirigSs contre des 1,3-P-D-glucanases Isoldes du tabac contamine par la mosaique du tabac 
(Kauffinann et al (1990) Plant MoL Biol., 14(3) : 381-90), 
5 Des activites 1,3-p-D-glucanases ou les genes codant pour ces prot6mes sont 

induit(e)s au cours de la germination, du d^veloppement des bourgeons floraux, des fruits 

(del Cat i ipillu E., Lewis L,N. (1992) Plant Physiology 99, 1015-1020; Neale et al. (1990) 

Plant Cell 2, 7, 673-684). En particulier, ces reponses se developpent dans des tissus en 
voie de remaniements cataboliques (endosperme, tubes poUiniques, zones d'abscission de 

^ tiges, de pedoncules..) ou en periode de division mitotique (cas des antheres, des stigmas, 

de tiges). Elles sont sous dependance honnonale (auxines, cytokinines en general, acide 
abscissique en particulier), et des molecules comme I'ethylene, controlant la maturation des 
fruits, ou Tacide salicylique, contr61ant la floraison, sont 6galement des inducteurs. Enfin, 
des enzymes 1,3 P-D-glucanases ont ete repertoriees pour des fonctions d'adaptation de la 

15 plante au froid et a des teneurs elevees en ozone (Hincha et al. (1997) Plant physiology 1 14, 

1077-1083). 

L'enzyme 1,4-P-D-glucanase est un marqueur de croissance et/ou de differenciation 
cellulaire chez les v6g6taiix. Cette enzyme reconnalt comme substrat des chalnes lin6aires 
de glucanes lies en p (1,4). EUe pent hydrolyser la cellulose, des glucanes P (1,4) (1,6), le 
20 xyloglucane. Ainsi, elle intervient dans les remaniements ultrastructuraux des parois des 

^ cellules vegetales en cours de croissance. Son induction et/ou celle des genes specifiques se 

d^celent au cours des processus impliquant la lyse des parois vegetales, rupture des 
antheres, zones d'abscission de fruits, de fleurs (Hayaschi T., Oshimi C. (1994) Plant Cell 
Physiology 35(3), 419-424; Brummel D.A. et al. (1997) Plant Biol. Mol. 33, 1, 97-195). 
25 Elle est controlee par Tethylene, par des hormones comme Tacide abscissique ou Tauxine. 

La presente invention ddcoule de la mise en evidence par les inventeurs du fait que 
les polymeres 1,4 P-D-glucuronanes et les oligosaccharides glycuroniques derives de ces 
demiers, ont des activites d'ampUfication de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase et/ou de Tenzyme 
1,4 p-D-glucanase, et, k ce titre, sont d6signes composes "eliciteurs", susceptibles d'etre 
30 utiUses dans le cadre d^applications phytosanitaires ou de fertilisation. 



fetrflle recti 




Les polymeres 1,4 P-D-glucxm>nanes ont d6jk 6te decrits dans le brevet fi:an9ais FR- 
B'2 688 222 du 3 mars 1992, dans des domaines d'utilisation totalement differents de ceux 
susmentionn6s de la presente invention, a savoir dans les domaines alimentaire, 
pharmaceutique en th6rapeutique humaine ou veterinaire, cosmetique ou de Tepuration des 
5 eaux, en particulier en tant que moyen gelifiant, epaississant, hydratant, stabilisant, 

chelatant ou floculant, ainsi que dans la preparation d'oligosaccharides. 

La presente invention a pour but de foumir des composes utilisables en tant 
"qu'61iciteurs" entrant dans la composition de fertilisants (engrais, fertilisants biologiques 
ou biofertilisants), et de produits phytosanitaires. 
10 Un des buts de la presente invention est de foumir de nouveaux biofertilisants 

utilisables notamment comme stimulants de la nutrition en complement ou en 
remplacement de produits commerciaux a base de potasse et de nitrates toxiques pour 
Tenvironnement, et/ou comme regulateurs d*une ou plusieurs etapes du developpement des 
plantes; 

15 Un autre but de.i^fela*^pr&ente> invention est-Me ss^fourm nouveaux produits 

phytosanitair§.S'UtilisabIes7notamment comme activateurs des reactions* de defense et de 
resistance, contreisrdes^contraintes biotiques* ou abibtiques'^^en*^ complement ou en 
remplacement de pesticideMoxiques pour-'Fen^vironnement. 

La presente invention a pour objet Tutilisation de composes choisis parmi : 

20 - les polymeres 1,4 P-D-glucurcnanes de formule (I) suivante : 



25 



30 



HO 



COOH 



COOH 



1^4 




OR 



•O.^^^ OH 
H 



OR 



dans laquelle n est un nombre entier pouvant atteindre jusqu'a environ 2500, 
avantageusement n est compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H ou 
COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides glycuromques h enchainement p(l-4) derives des 
5 polymeres de formule (I), et dont le nombre d'unites saccharidiques est inferieur k environ 

30, et de preference compris entre 2 et 1 5, 

ct /ou l e s esters e t/ou e th e rs correspondants aux polym6rc s dc fo i mulc (I) ou anx 

deriv6s oligosaccharidiques susmentionnes, 

* en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d*applications liees a 
^ leur activite d'amplification de Tenzyme 1 ,3 P-D-glucanase, 

* et/ou en tant que biofertilisants dans le cadre d'applications Uees a leur 
activite ^amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase et/ou de Tenzyme 1,4 P-D- 
glucanase. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation susmentionnee, des 

15 composes choisis panni ceux cites ci-dessus, en tant que produits phytosanitaires dans le 

cadre d'applications lifes k leur activite d'amplification de I'enzyme 1,3 P-D-gliicanase, 
telles que la protection des plantes centre des paihog^nes ou des predateurs, notamment 
centre les bacteries, virus, champignons, insectes, nematodes, ou I'adaptation des plantes a 
un stress abiotique, notamment I'adaptation au fi-oid ou a des teneurs ^levees en ozone. 

20 Parmi les plantes susceptibles d'etre trait6es dans le cadre de la prSsente invention, on 

peut citer la vigne, les arbres fiiiitiers, les cultures c6realiferes et maraicheres ou tout autre 
vegetal d'interSt econonnque. 

L'invention a plus particulierement potur objet I'utilisation, a titre de produits 
phytosanitaires, des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de fomiule (I) dans laquelle n est un 

25 nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H. 

L'invention a egalement plus particulierement pour objet Tutilisation en tant que 
produits phytosanitaires, des polymeres 1,4 p-D-glucuronanes de formule (1) dans laquelle 
n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, R represente H ou 
COCH3, le pourcentage de COCH3 en poids etant de pr6ference compris entre 0 et 30,5. 

30 L'invention conceme egalement I'utilisation en tant que produits phytosanitaires, des 

oUgosaccharides glycuroniques a enchainement P(l-4), tels que les oligo 1,4 P-D- 



glucuronane, les oligo 1,4 p-D-mannuronane, et les oligo 1,4 p-D-guluronane, dont le DP 
(degre de polym6risation) est inferieur k environ 30, et de preference compris entre 2 et 15. 

On entend dans ce qui suit par Texpression "oligosaccharide de degre de 
polymerisation x O^Px)" des oligosaccharides constitu6s du mSme nombre x d'iinit6s 
5 saccharidiques, et par Texpression "oligosaccharide de degre de polymerisation moyen x 

(DP moyen x)" des oligosaccharides constitu6s d'un nombre variable d'unit6s 

saccharidiques et dont la moyenne correspond an nombre x. 

Des derives oligosaccharidiques glycuroniques preferes en tant que produits 
phytosanitaires, sont choisis parmi les suivants : 
10 - les oligo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- Toligo 1,4 P-D-mannuronane de DP4, 

- I'oligo 1,4 p-D-guluronane de DP4. 

L*invention conceme egalement I'utilisation des composes choisis parmi ceux cit6s ci- 
dessus, en tant que produits biofertilisants dans le cadre d*^plications lides k leur activity 
15 d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase et/ou de Tenzyme 1,4 P-D-glucanase. 

L'invention a plus particulierement pour objet Putilisation susmentionn6e, des oligo 
1,4 p-D-glucuronane, dont le DP est inferieur i environ 30, et de pr6f6rence compris entre 2 
et 15, en tant que produits biofertiHsants dans le cadre d'applications li6es k leur activit6 
d'amplification de ren2yme 1,3 p-D-glucanase et de Tenzyme 1,4 P-D-glucanase, 
20 notamment dans le cadre du controle d'une ou plusieurs etapes de developpement des 

plantes, tels que le controle de la maturation des fruits, de Tabscission, de la croissance du 
pistil ou de la maturation des antheres. 

L'invention a encore plus particulierement pour objet Tutilisation susmentionnee, des 
oligo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS et de DP moyen 8, en tant que produits biofertiUsants. 
25 L'invention conceme egalement les produits phytosanitaires et/ou biofertilisants 

caract6rises en ce qu'ils compreiment au moins un compose choisi parmi : 

- les polymeres 1,4 p-D-glucuronanes de fonnule (I) susmentionn6e dans laquelle n 
est im nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H ou 
COCH3, 



- et/ou les oligosaccharides glycuroniques a enchainement P(l-4) derives des 
polymeres de formule (I), et dont le nombre d'unites saccharidiques est inf6riexir a environ 
30, 

- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymdres de formule (I) ou aux 
5 derives oligosaccharidiques susmentionn6s. 

Uinvention a plus particulierement pour objet les produits phytosanitaires 

compicuaiit au moius mi polymere 1,4 p-D-glucuronane de foimule (I) dans laquelle n est 

un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R repr6sente H. 

L*invention conceme egalement les produits phytosanitaires comprenant au moins un 
^ polymere 1,4 P-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est im nombre entier compris 

entre environ 300 et environ 2500, R represente H ou COCH3, le pourcentage de COCH3 en 
poids 6tant de preference compris entre 0 et 30,5. 

L'invention a egalement pour objet les produits phytosanitaires comprenant au moins 
un oligosaccharide glycuronane k enchainement P(l-4), tels que les oligo 1,4 P-D- 
15 glucuronane, les oligo 1,4 P-Q-mannuronane, et les oligo 1,4 p-D-guluronane, dont le DP 

est inferieur k environ 30, et de pr6fi§rmce compris entre 2 et 1 5. 

L'invention a plus particuU^rement pour objet les produits phytosanitaires 
comprenant au moins un derive oligosaccharidique glycuronique choisi parmi les suivants : 

- les oligo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 
20 - Toligo 1,4 p-D-mamuronane de DP4, 

- I'oligo 1,4 p-D-guluronane de DP4. 

L'invention conceme plus particulierement les produits biofertilisants comprenant au 
moins un oligo 1,4 p-D-glucuronane, dont le DP est inferieur a environ 30, et de preference 
compris entre 2 et 15, et, de preference, les produits biofertilisants comprenant les oligo 1,4 
25 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen S. 

L'invention sera davantage illustree a I'aide de la description detaillee qui suit de la 
pr^aration des polym&res 1,4 P-D-glucuronanes et oligosaccharides glycuroniques derives 
selon l'invention, ainsi que de la mise en evidence de leurs propri^tes d'ampUfication de 
Tenzyme 1,3 p-D-glucanase, et/ou de Tenzyme 1,4 p-D-glucanase. 



feoJTf 




A) Preparation des polvmeres uroniques et/ou de leurs oligosaccharides 

L'obtention des polymeres 1,4 P-D-glucuronanes fait appel, de preference, k des 
proc6d6s de fennentation de souches bacteriennes isol6es de la rhizosphdre {Rhizobium^ 
Sinorhizobium^ Agrobacterium, Pseudomonas^ Burkolderia...), modifides ou non par 
mutations chimiques et/ou manipulations g^nStiques. 



Le cas 6ch6ant, les polymeres ainsi obtenus sont modifies et/ou degrad6s par voies 
10 chimiques et/ou enzymatiques, en cours de femientation ou par des traitements post- 

fennentaires. 

• Polymere 1,4 P-D-glucuronane 

A titre d'illustration, le polymere 1,4 p-D-glucuronane est obtenu par fennentation 
15 d'une souche mut6e de Rhizobium melilotU selon le protocole decrit dans le brevet fran9ais 

FR-B-2 688 222 du 3 mars 1 992. 

• Oligomfere 1 ,4-p-D-glucuronane de DP moyen 8 

Le polymfere pr6c6dent natif, c'est a dire comportant au moins 50% d*unit£s 
20 glucuroniques ac6tylees en C2 et ou C3, est soumis i une hydrolyse enzymatique. 

L'enzyme est une glucuronate lyase d'origines diverses, notamment extraite de pancreas 
d'ormeaux, ou d'origine fongique (Dantas L. et al., Carbohydr. Res., 265. (1994^ 303-310) 
ou une glucuronate lyase presente dans le milieu de culture de bacteries telles que les 
souches de rhizobiaceae (Michaud P., et al., Int. J. Biol. Macromol. 21 (1997) 3-9). Le 
25 melange d'oligosaccharides ainsi obtenu est deacetyle par traitement basique (NaOH 0,1M 

), puis fractionne en fonction du degr6 de polymerisation (DP) par chromatographie de 
permeation de gel sur colonne de Bio-Gel P6 (Dantas L. et al., susmentionne). 



• Oligomeres 1,4 P-D-mannuronane et 1,4 P-D-guluronane de DP 4 
30 Le polymere de d6part est im alginate, copolym^e lindaire des acides mannuronique 

(M) et guluronique (G) dont le rapport M/G et le mode d*arrangement dependent de 
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Torigine, L'alginate est choisi en fonction du type d'oligomferes a preparer. Uhydrolyse se 
fait par voie enzymatique: une alginate-lyase d'ormeau pour les oligo-l,4p-D-xnannuronane 
(Heyraud A, et al„ Carbohydr. Res., 291 (1996) 115-126), une alginate-lyase d'oiigine 
bact6rieime pour les oligo-1,4 P-D-guluronane (brevet FR 97 03218 du 11 mars 1997). Les 
5 differents oligosaccharides, separes selon le DP par chromatographie de permeation de gel, 

sont ensuite purifies selon leur structure par chromatographie ionique en chromatographie 
liquide haute prcsjsion selon le procdde d^cric dans rarticle de weyraud et al., susmentionne. 

Reponse 13-B-D-glucanase induite dans des protoplastes de JRubus. 

f 

Conditions experimentales : (1) preparation de protoplastes k partir de 
sxispensions cellulaires de JRubus fruticosiis L,; (2) incubation ou non de n 6chantillons de 
2,10^ protoplastes en presence "d'eliciteur" (polymeres 1 ,4'~'p-D-glucuronane et l,4~p~D- 
galacturonane (400 |xg/L), oligomeres l,4-p~D-glucuronane de DP moyen 8, l,4-p'-D- 

15 mannuronane de DP 4, et l,4'-p-D-guiuronane de DP 4 (50 nM); (3) apres 20 ming les . . 

protoplastes traites ou non font Tobjet d'une extraction enzymatique. 2 jxg de proteines sont 
utilisees par essai enzjonatique, et par temps d'incubation. La viabilite des protoplastes est 
maintenu a 95 % pour une duree d*cxperimentation de 6h; le test de viabilite au bleu 
dTEvans utilise verifie Fintdgrite du plasmalemme. 

M^thodologie : la mesure de ractivit6 (1,3 p-D-glucanase) rqpose sur le 
dosage colorimetrique (test au ferricyanure) des unites reductrices du substrat (hexamere 
r&iuit de laminarine) iib6r6es au cours de Thydrolyse. A partir des cin6tiques d6velopp6es, 
on trace des courbes dont les equations pemiettent de calculer la Vitesse de la reaction 
25 enzymatique, 2 cin6tique«, au moins, sont ddvelopp^es par echantillon^ et par "set" 

experimental. En g6n6ral, 8 cin^tiques provenant tfechantillons de 2 ''sets ind^endants 
sont, au moins, divelopp6es. 




Resultats : Factivation enzymatique dans des protoplastes elicites est 
exprimee en % de Pactivite dans les controles. Les resultats sont rapportes dans le tableau 
recapitulatif 1. 



Tableau 1 











14'5 








100 





e < 



122 
146 



10 



Tableau 1: Analyse comparative des reponses (1,3-P-D-glucanase) induites par 
"reliciteur" (polymere l,4--|5.D-glucuronane (400 jig/L) (a), oligo U4-p-D~glucuronane de 
DP moyen 8 (50 nM) (b), polymere 1 ,4-p-^D-galacturonane (400 jig/L) (c), oUgo l,4~p-D- 
mannuronane de DP 4 (50 nM) (d), oligo 1,4-P-D-guluronane de DP 4 (50 nM) (e). 
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^analyse 61ectrophoretique par SDS-PAGE des proteines composant les extraits 
enz3anatiques a 6t6 r6alisee. Le marquage de proteines sur empreintes par un s6runi 
reconnaissant des 1,3-P-D-giucanases isoMes du tabac containing par la mosaique du tabac 
(Ori et al. (1990) EMBO J., 9(1 1), 3429-36) confirme la presence de PR-proteines. 



20 



Uoligoxnere l,4«p-D-glucuronane de DP moyen 8 et le polyglucuronane, utilises k une 
concentration nanomolaire, amplifie en 20 rain 6\m facteur 1.5 et 13 respectivement Vactivite 
1,3 p-D-glucanase dans des protoplastes vegetaux. Panni les autres produits testes, c'est ToUgo 
1,4-p-D-guluronane de DP4 qui est le plus efficace. 
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C) Reponse L4-S-D-g lucanase induite dans des orotoplastes de Rubus. 



Conditions experimentales d'61icitation : identiques k celles rapportees ci- 



dessus* 



M6thodologie : la mesure de Tactivite (1,4 p-D-^glucanase) repose sur le dosage 
colorimetrique (test au ferricyanurc) decrit cl-dessus des unites r ^ductrices du substrat 
(cellopentaose r^duit) liberees au cours de lliydrolyse, 

Resultats : les r6sultats sont rapportes dans le tableau 2. 

Tableau 2 
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Tableau 2: Analyse comparative des r^ponses (1,4 fJ-D-glucanase) induites par 
"l'61iciteuT'* (polym^re 1,4-p-D-giucuronane (400 jig/L) (a), oligo 1,4-P-D-glucuronane de 
DP moyen 8 (50 nM) (b), polyindre L4-p-D-galacturonane (400 \xgrL) (c), oligo 
mannuronane de DP 4 (50 nM) (d), oligo l,4^p-D-guliu-onane de DP 4 (50 nM) (e). 
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Uoligomere U4-p-D~glucuronane de DP moyen 8 utilise a une concentration 
nanomolaire, amplifie en 20 min d'un facteur 1.2 racti\dt^ 1,4 ^-D-glucanase dans des 
protoplastes vegetaux. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation de composes choisis parmi : 

- les polymeres 1,4 jS-E-glucuronanes de fonnule (I) suivante 



COOH 



10 



15 
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H 



HO 
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OR 
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H 
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H 




H 

OR 
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OR 



OR 
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25 



dans laquelle n est un nonftbre entier tcoir^ris entre^ejiviron 300 et environ 2500. et R 
represeute H OU.COCH3, 

- et/ou les oligosaceharides glyctironiques k enchaJnement p(l-4) derives des 
poljmdres de formule (I), et dont le nombre d'unites saccharidiques est inf6rieur k environ 
30> 

- et /ou les esters et/ou 6tfaers correspondants axix polymeres de formule (.1) ou aux 
d^rivds oligosaccharidiques susmentionnds, 

* en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d's^plications li6es a 
leur actlvit6 d'amplification de I'enzyme 1,3 P-D-glucanase, 

* et/ou en tant que biofertilisants dans le cadre d'applications li^es k leur 
activity d'amplification de I'enzyme 1,3 p-D-glucanase et/ou de I'enzynae 1,4 p-D- 
glucanase. 



30 



2. Utilisation selon la revendication 1, des composes choisis parmi ceux cites dans la 
revendication 1, en tant que produits phytosanitaires dans le cadre d'applications liees a leur 
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activity d'amplification de Tenzyme 1,3 P-D-glucanase, telles que la protection des plantes 
contre les pathogfenes, notamment contre les bacteries, les virus, les champignons, ou 
Tadaptation des plantes a un stress abiotique, notamment I'adaptation au froid ou a des 
tenexirs elev6es en ozone. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, des polymferes 1,4 P-D-glucuronanes de 
formula (I) dans laqucUc n est un nombre entior compris entr e e nviron 300 et e nviron 2500, 
et R represente H. 

4. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, des polymeres 1,4 p-D-glucuronanes de 
formule (I) dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, 
R represente H ou COCH3, le pourcentage de COCH3 en poids 6tant de preference compris 
entre 0 et 30,5. 

5. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, d'oligosaccharides glycuroniques a 
enchainement P(l-4), tels que les oligo 1,4 P-D-glucuronane, les oligo 1,4 p-D- 
maimuronane, et les oligo 1,4 p-D-guluronane, dont le DP est inferieur a environ 30, et de 
preference compris entre 2 et 15. 

6. Utilisation selon la revendication 5, des oligosaccharides glycuroniques choisis 
parmi les suivants: 

- les oligo 1,4 P-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- Toligo 1,4 p-D-mannuronane de DP4, 

- Toligo 1,4 P-D-guluronane de DP4, 

7. Utilisation selon la revendication 1, des composes choisis parmi ceux cites dans la 
revendication 1, en tant que produits biofertiUsants dans le cadre d'applications liees k leur 
activite ^amplification de Tenzyme 1,3 p-D-glucanase et/ou de Tenzyme 1,4 P-D- 
glucanase. 
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8. UtiUsation selon la revendication 7, des oUgo 1,4 P-D-glucuronanes, dont le DP est 
inferieur a environ 30, et de pr6f6rence compris entre 2 et 15, en tant que produits 
biofertilisants dans le cadre d'applications li6es k leur activite d'amplification de Tenzyme 
1.3 P-D-glucanase et de I'enzyme 1,4 p-D-glucanase, notamment dans le cadre du controle 
d'une ou plusieurs 6tapes de d6veloppement des plantes, tels que le conti61e de la 
maturation des fruits, de rabscission, de la croissance du pistil ou de la maturation des 
anthfar e s. 



9. Utilisation selon la revendication 8, de I'oligo 1,4 P-D-glucuronane de DP 



8. 



moyen 



10. Produits phytosanitaires et/ou biofertiHsants caract&is6s en ce qu'ils comprennent 
au moins im compos6 choisi parmi : 

- les polymeres 1,4 P-D-glucuronanes de formule (I) suivante : 



COOH 



HO 



COOH 





dans laquelle n est un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R 
represente H ou COCH3, 

- et/ou les oligosaccharides glycuroniques ^ enchainement P(l-4) derives des 
polymferes de fonnule (I), et dont le nombre d'unit6s saccharidiques est inf6rieur a environ 
30, 



r 
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- et /ou les esters et/ou ethers correspondants aux polymeres de formule (I) ou aux 
derives oligosaccharidiques glycuroniques susmentionn6s. 

11. Produits phytosanitaires selon la revendication 10, caracterisds en ce qu'ils 
5 comprennent au moins un polymere 1,4 P-D-glucuronane de formule (I) dans laquelle n est 

un nombre entier compris entre environ 300 et environ 2500, et R represente H- 



12. Produits phytosanitaires selon la revendication 10, caracteris6s en ce qu'ils 
comprennOTt au moins un ohgosaccharide glycuronane k enchainement P(l-4), tels que les 

1^ oligo 1,4 P-D-glucuronane, les oligo 1,4 P-D-mannuronane, et les oUgo 1,4 p-D- 

guluronane, dont le DP est inferieur a 20, et de preference compris entre 5 et 15. 

13. Produits phytosanitaires selon la revendication 12, caracterises en ce qu'ils 
comprennent au moins xm oligosaccharide glycuronique choisi parmi les suivants : 

15 - les oligo 1,4 p-D-glucuronanes de DPS, et de DP moyen 8, 

- Toligo 1,4 P-D-mannuronane de DP4, ~ 

- I'oligo 1,4 p-D-guluronane de DP4. 

14. Produits biofertilisants selon la revendication 10, caractdrisSs en ce qu'ils 
20 comprennent au moins un oligo 1 ,4 P-D-glucuronane, dont le DP est inf6rieur k environ 30, 
^ et de preference compris entre 2 et 15, tel que VoUgo 1,4 p-D-glucxu^onane de DP moyen 8. 



V 
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